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本文において以下の略号を用いた。 
 
2-AB：2-aminobenzamide 
BDNF：brain-derived neurotrophic factor 
BSA：bovine serum albumin 
C4ST：chondroitin 4-O-sulfotransferase 
C6ST：chondroitin 6-O-sulfotransferase 
cDNA: complementary DNA 
CNS：central nervous system 
CNTN-1：contactin-1 
CS：chondroitin sulfate 
CSST：CS sulfotransferase 
ChABC：chondroitinase ABC 
DMSO：dimethyl sulfoxide 
FAK：focal adhesion kinase 
FBS：fetal bovine serum 
FCS：fucosylated CS 
Fuc：L-fucose 
GAG：glycosaminoglycan 
GalNAc：N-acetyl-D-galactosamine 
GalNAc4S-6ST：GalNAc 4-sulfate 6-O-sulfotransferase 
Gapdh：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GlcA：D-glucuronic acid 
HBSS：Hanks’ balanced salt solution 
HEPES：2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonic acid 
HPLC：high performance liquid chromatography 
HS：heparan sulfate 
IgG：immunoglobulin G 
ITG：integrin 
IU：international unit (s) 
KD：dissociation constant 
KO：knockout 
mRNA：messenger RNA 
PBS：phosphate-buffered saline 
PCR：polymerase chain reaction 
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iv 
 
PFA：paraformaldehyde 
PG：proteoglycan 
PLO：poly-L-ornithine 
rpm：round per minute (s) 
RU：resonance unit (s) 
Tris：2-amino-2-hydroxymethylpropane-1, 3-diol  
UST：uronyl 2-O-sulfotransferase 
 
＜核酸＞ 
A：adenine 
C：cytosine 
G：guanine 
T：thymine 
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序論 
 
生命活動の最小単位である細胞の表面や周囲には、多種多様な構造をもつ糖鎖が無数に
存在する。これらの糖鎖は、エネルギー代謝に関わるグリコーゲンなどと異なり、脂質や
タンパク質と共に、糖脂質、糖タンパク質あるいはプロテオグリカン（PG）のような複合
糖質を構成している。複合糖質は、様々な生体分子との相互作用を介して、細胞間コミュ
ニケーションを始めとする生命機能の中核をつかさどる(1)。それゆえ糖鎖は、核酸、タン
パク質に次ぐ第三の生命鎖と呼ばれる。 
ポストゲノム研究の飛躍的な進展に伴い、糖鎖関連遺伝子は 100 を優に超える疾患と
すでに紐づけられている(2)。代表的な糖鎖関連の先天性疾患群として、精神運動発達遅滞
を呈する先天性 N-結合型糖鎖合成異常症や、骨関節病変を始めとする全身性の多様な臨
床所見を呈するライソゾーム病が認知されるようになった(3,4)。加えて近年、糖鎖の後天
性機能破綻が、認知症やがんを始めとする種々の疾患にも深く関与することが報告されて
いる(5,6)。したがって、糖鎖関連の疾患領域は多岐に渡りかつ横断的である様相を呈して
いる。 
糖鎖関連疾患はなぜこれほどまでに広範囲の領域に及ぶのか。その理由として糖鎖の構
造多様性が挙げられる(7)。複合糖質を構成する糖鎖は、グルコースやマンノースなどの主
に約 10 種類の単糖から構成される。さらに、糖鎖の構造多様性は、構成単糖の種類だけ
でなく、結合様式や修飾によっても創出される。複合糖質の構成糖鎖の中でも PGを構成
する糖鎖は、アミノ糖を構成糖に有することからグリコサミノグリカン（GAG） 鎖と呼
ばれており、構造多様性に富む糖鎖の代表として知られている。 
GAG 鎖はウロン酸およびアミノ糖を構成糖とする二糖単位が直鎖状に数十回ほど重合
した構造を基本骨格に有し、二糖単位の構成糖に基づいてヘパラン硫酸（HS）鎖およびコ
ンドロイチン硫酸（CS）鎖の二群に大別される(8,9)。HS鎖と比較して CS鎖は、組織の
構造支持などの静的機能が通説であったため、歴史的にその重要性が蔑ろにされてきた。
しかし近年CS鎖は特有の構造多様性を存分に発揮することにより、細胞増殖や形態形成、
神経可塑性などの様々な生命現象を制御することが矢継ぎ早に報告されており、脚光を浴
びている(10-23)。ゆえに、我々に身近な生命現象を理解する上でも、CS鎖の構造と生理
活性との相関の解明は意義深い(24)。 
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CS鎖に特有の多様な構造は、二糖単位の構成糖であるグルクロン酸（GlcA）または N-
アセチルガラクトサミン（GalNAc）残基における硫酸基の数に基づき、モノ硫酸化二糖
単位およびジ硫酸化二糖単位の 2 種類に大別される。さらに、各々硫酸基の位置に基づ
き、前者は A unit［GlcA-GalNAc（4-O-sulfate）］およびC unit［GlcA-GalNAc（6-O-sulfate）］、
後者は D unit［GlcA（2-O-sulfate）-GalNAc（6-O-sulfate）］および E unit［GlcA-GalNAc
（4,6-O-disulfate）］に小別される(23,25)（Fig. 1）。また生体内におけるこれら 4種類の硫
酸化パターンは、基質特異性の異なる多彩な硫酸基転移酵素（CSST）により、モノ硫酸
化二糖単位である A unitおよび C unitが非硫酸化二糖単位である O unit（GlcA-GalNAc）
を基質として生合成された後、モノ硫酸化二糖単位のそれぞれを基質としてジ硫酸化二糖
単位である E unitおよび D unitが生合成されることにより創出される(8,23,26,27)。 
所属研究室では、CSSTを始めとする多彩な生合成酵素が CS鎖の硫酸化パターンおよ
び発現量を時間・空間的に厳密に制御していることを解明してきた(23,28-39)。さらに近
年、CS 鎖の硫酸化パターンの時間・空間的変化が発達期の脳の成熟を担うことも報告し
た(16)。よって、CS鎖の硫酸化パターンの時間・空間的変化が、CS鎖による生理機能発
現の根幹を担うと示唆される。それゆえ、先天的あるいは後天的要因による時間・空間的
な CS鎖の硫酸化パターンの発現異常は種々の疾患の根源となりうる。 
特筆すべきことに、哺乳動物の組織中の CS鎖に含まれる二糖単位は、大半がモノ硫酸
化二糖単位である A unit および C unit であるため、ジ硫酸化二糖単位である D unitおよ
び E unitは僅かしか存在しない。一方で最近、ジ硫酸化二糖単位を多量に含有する高硫酸
化 CS が細胞分化(14,40,41)を始め、がんの転移(42)や組織の線維化(43,44)などの制御に
も関与することが解明されつつある。よって、CS 鎖の機能発現における高硫酸化 CS は
度外視できない。 
実際、所属研究室を中心とした研究により、ジ硫酸化二糖単位を多量に含有するイカや
サメ由来の高硫酸化 CS は海馬神経細胞に対して顕著な神経突起伸長促進作用を示すこ
とが見出されている(45-47)。対照的に、モノ硫酸化二糖単位を多量に含有する哺乳類由来
の低硫酸化 CSは成体期における中枢神経系（CNS）再生の主要阻害分子として振る舞う
(48,49)。つまり、CNS において高硫酸化 CS の生理活性は、低硫酸化 CS の生理活性と
は一線を画することから、CNS 疾患領域において、高硫酸化 CS の医療応用に多大なる
期待が寄せられている。 
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Fig. 1 基質特異性の異なる CSSTにより創出される CS鎖の主要な二糖単位 
CS鎖は GlcAおよび GalNAcを構成糖とする二糖単位が直鎖状に数十回ほど重合した構造
を基本骨格に有する。CS鎖の非硫酸化二糖単位である O unitの大半は、C4STまたは C6ST
によりモノ硫酸化二糖単位である Aまたは C unitに変換され、これらを多量に含有する CS
鎖は低硫酸化 CSと呼ばれる。モノ硫酸化二糖単位の一部は、その後さらに GalNAc4S-6ST
または UST によりジ硫酸化二糖単位である Eまたは D unitに変換され、これらを多量に含
有する CS鎖は高硫酸化 CSと呼ばれる。構造中の“S”は硫酸基を示し、2S、4S、6Sは、
それぞれ 2位、4位、6位のヒドロキシ基が硫酸基に置換された構造を示す。GlcA、グルク
ロン酸；GalNAc、N-アセチルガラクトサミン；C4ST、コンドロイチン 4-O-硫酸基転移酵
素；C6ST、コンドロイチン 6-O-硫酸基転移酵素；GalNAc4S-6ST、N-アセチルガラクトサ
ミン 4-硫酸 6-O-硫酸基転移酵素；UST、ウロノシル 2-O-硫酸基転移酵素。 
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この医療応用の実現のためには、高硫酸化 CSの神経突起伸長促進活性における分子機
構の解明が喫緊の課題である。現在、この分子機構モデルとして、「サイトカインのリザ
ーバー」および「CS受容体のリガンド」の 2つが提唱されている(23,50)（Fig. 2）。これ
らの分子機構モデルは、高硫酸化 CS の神経突起伸長促進活性のみならず、CS 鎖の多彩
な機能を包括的に理解するための分子基盤を探る有効な手がかりとして重要視されてい
る。そこでこれら 2 つの分子機構モデルに着目し、CNS における高硫酸化 CS の神経突
起伸長促進活性の分子機構を追究した。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 高硫酸化 CSの神経突起伸長促進活性における 2種類の分子機構モデル 
CS鎖（黄）はコアタンパク質（緑）に共有結合した PGとして、細胞膜（青緑）の表面や
細胞外マトリックスに存在する。「サイトカインのリザーバー」モデル（左）では、高硫酸化
CSは、分泌された微量のサイトカイン（赤）を捕獲し、サイトカイン受容体（茶）に効果
的に提示する。その結果、サイトカインにより制御される生理機能を制御する。一方で、
「CS受容体のリガンド」モデル（右）では、高硫酸化 CSは、細胞膜表面に存在する CS受
容体（黒、特定の細胞接着分子など）に結合し、細胞内シグナル伝達経路を活性化する。よ
って、CS受容体の種類や構成により、神経突起の伸長に対してポジティブあるいはネガテ
ィブな応答性を示す。 
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第 1章では「サイトカインのリザーバー」モデルに焦点を当てた。このモデルは長年の
通説であり、高硫酸化 CSが様々なサイトカインと高い結合親和性を有することに端を発
している(9,24,25,51,52)。細胞表面や細胞外マトリックスに存在する高硫酸化 CSは、分
泌された微量のサイトカインを捕獲し、分泌細胞の細胞表面やその周囲に濃縮させる。そ
の結果、サイトカインが標的細胞の細胞表面に存在するサイトカイン受容体に効果的に提
示される。つまり、高硫酸化 CSはサイトカインの拡散を制御することにより、サイトカ
インにより制御される生理機能を制御すると考えられている。 
実際、CNSにおいて高硫酸化 CSの一つである E unitを多量に含有するイカ由来の CS
鎖（CS-E）は、「サイトカインのリザーバー」として機能することにより、強力な神経突
起伸長促進活性を示すことが解明されている(20,23,25,53)。また合成オリゴ糖を用いた研
究から、CS-Eの神経突起伸長促進活性の発現において、2つの E unit がタンデムに結合
した CS-E 四糖が最小機能単位であることが示されている(54)。よって、CS-E は神経細
胞分化・機能制御因子として、種々の CNS 疾患に対する治療薬のシード化合物として有
用であると考えられている(50)。 
一方で、棘皮動物に由来する特徴的なフコース分枝を有する CS鎖（FCS）は、CS-Eと
同様の CS鎖骨格を有し、様々な生理活性を示すことが報告されている(55-59) （Fig. 3）。
しかし FCS の活性として、CS-E に特有の神経突起伸長促進活性は見出されていなかっ
た。さらに興味深いことに FCSは、CS鎖骨格にフコース分枝を有するため、CS分解酵
素であるコンドロイチナーゼ ABC（ChABC）による酵素消化に対して難消化性を示す
(60,61)。よって、FCSの新規活性の発現における分子機構の解明により、CS-Eを代替す
る比較的長半減期のシード分子として、FCSの新たな有用性が見出せると期待された。そ
こで FCSの新規活性として神経突起伸長促進活性に着目し、FCSが CS-Eに代替するシ
ード分子になりうるか、その可能性を検証した(62)。 
Fig. 3 棘皮動物に特有のフコース分枝を有する CS鎖（FCS）の構造 
FCSの CS鎖骨格は GalNAcの 4位と 6位が硫酸化修飾を受けた E unitを多量に含有す
る。また CS鎖骨格中の GlcA残基の 3位にフコース分枝を有する。さらにフコース残基も
硫酸化修飾による構造多様性を示す。構造中の“S”は硫酸基を示し、その位置は置換され
うるヒドロキシ基の“H”を示す。 
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第 2章では、「CS受容体のリガンド」モデルに焦点を当てた。このモデルは、近年浸透
しつつある概念であり、2009 年に所属研究室の安永らが、高硫酸化 CS の受容体を世界
で先駆けて同定したことに端を発している(11)。世界初の CS 受容体として同定された
contactin-1（CNTN-1）は、CS-Eの受容体として機能し、非受容体型チロシンキナーゼで
ある Fyn の活性化を介して、軸索様の神経突起伸長を促進する(11)。またこの知見は、CS
鎖の機能発現における新規概念として「CS 受容体のリガンド」モデルを提唱したのみな
らず、タンパク質ではなく糖鎖自身が細胞膜受容体のリガンドとして機能することを示し
た最初の報告となった。 
興味深いことに、促進性の CS受容体として CNTN-1が同定されて以降、活発な研究に
より、損傷した軸索表面に発現する複数の細胞接着分子が阻害性の CS受容体として機能
し、軸索再生を阻害するシグナル経路を活性化することが相次いで解明された(63-65) 
（Fig. 4）。これらの報告は「CS受容体のリガンド」モデルの妥当性を裏付けるだけでな
く、CS 鎖が軸索再生阻害における単なる物理的障壁であるという通説を覆した。現在、
CNS 損傷の治療薬として、阻害性 CS 受容体を標的とした低分子化合物や中和ペプチド
の開発が試みられている(66-69)。 
阻害性 CS 受容体と同様に促進性 CS 受容体も CNS 損傷の創薬の標的となりうる。し
かし、促進性 CS受容体は CNTN-1が同定されているにすぎず、阻害性 CS受容体と比較
して、未解明の部分が多く残されている。したがって、促進性 CS受容体を標的とした創
薬の実現のためには、促進性CS受容体を介した神経突起伸長促進機構の解明が急がれる。 
所属研究室ではこれまでに、CS-Eとは異なる硫酸化パターンを有する CS-Dが、CS-E
と同様に神経突起伸長促進作用を有することを報告している(45,46)。しかしながら興味
深いことに、CS-D基質上で海馬神経細胞を培養すると、比較的短い樹状突起様の神経突
起が複数本観察され、CS-E 基質上における軸索様の長い神経突起とは顕著に異なること
が見出されている(47)。つまり、海馬神経細胞の形態が足場基質となる高硫酸化 CSの硫
酸化パターンに依存することから、CS-D による神経突起伸長の促進は、CS-E の受容体
である CNTN-1とは異なる新規の促進性 CS受容体を介すると推察された。そこで、CS-
D による樹状突起様の神経突起形成に関与する新規の促進性 CS 受容体の同定を試みた。 
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Fig. 4 CNSにおける阻害性または促進性 CS受容体を介した CS鎖の機能発現 
CNS損傷において、損傷した軸索表面に発現する複数の膜貫通型細胞接着分子が軸索再生
を阻害するシグナル経路を活性化し、軸索再生を阻害する（阻害性の CS受容体）。一方で、
海馬神経細胞の表面に発現する GPIアンカー型細胞接着分子である CNTN-1は、唯一同定さ
れている促進性 CS受容体であり、高硫酸化 CSの一つである CS-Eの受容体として機能
し、軸索様の神経突起伸長を促進するシグナル経路を活性化する（促進性 CS受容体）。 
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本論 
 
第 1章 硫酸化フコース分枝を有する CS三糖の神経突起伸長促進活性の解析 
 
第 1節 緒言 
成体期において、CS 鎖は中枢神経の損傷部位で劇的に増加し、損傷後の軸索再生を阻
害する。これは CS 鎖が軸索伸長を阻害する物理的な障壁であるためと考えられてきた
(48,49)。一方、発生期の CNSにおいて CS鎖は、細胞外マトリックスに豊富に存在して
おり、脳の発達に伴って、その硫酸化パターンが劇的に変化する。硫酸化パターンの異な
る CS鎖は、それぞれ異なる機能を発揮することにより、神経回路網の形成や神経可塑性
の発現・維持に重要な役割を果たしていることが解明されつつある(16,49)。よって、CNS
においてCS鎖の硫酸化パターンは、その機能発現と密接な関係があると考えられている。 
これまでに、高硫酸化 CSの一つである E unit を多量に含有するイカ由来の CS鎖（CS-
E）は、brain-derived neurotrophic factor（BDNF）を始めとする神経栄養因子のリザーバ
ーとして機能することにより、海馬神経細胞に対して強力な神経突起伸長促進活性を示す
ことが報告されている(20,23,25,53)。さらに合成オリゴ糖を用いた研究から、この活性発
現においては、E unit単独の CS-E二糖では不十分で、2つの E unitがタンデムに結合し
た CS-E四糖が最小機能単位であることも示されている(54)。よって、CS-E四糖は CNS
損傷を始めとする種々の CNS 疾患に対する治療薬のリード化合物として注目されている。 
一方で、CS-Eと同様の CS鎖骨格を有する“CS-Eアナログ”が、数種のナマコの体壁か
ら単離精製されている。これらの多糖は、CS鎖骨格に共有結合した硫酸化 α-フコース分
枝を特徴とし、FCS（フコース分枝を有する CS 鎖）と総称されている(70-75)。FCS は
これまでに、抗凝固活性(55,56)を始め、抗血栓活性(56,58)、抗ウイルス活性(57)や抗がん
活性(59)などの多岐にわたる生理活性を持ち合わせることが報告されている。しかし、CS-
E特有の神経突起伸長促進活性については未報告である。 
これは、これまで FCSの生理活性において、CS鎖骨格ではなくフコース分枝の構造多
様性が注目されてきたからである。驚くべきことに、FCSの抗凝固活性および抗血栓活性
は、温和条件下における FCS の酸加水分解による硫酸化フコース分枝の除去により消失
する(55,56)。ゆえに、これらの活性の発現は、フコース分枝の構造多様性、あるいは CS
鎖骨格に結合したフコース分枝の存在に依存すると考えられている(60,61,70)。しかし、
FCSの活性発現の全てがフコース分枝のみに依存し、CS鎖骨格には全く依存しないと結
論付けるのは早計である。 
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さらに興味深いことに、FCSは、フコース分枝の存在により、CS鎖骨格を有するにも
かかわらず、CS 鎖分解酵素である ChABC による酵素消化に対する難消化性を示すこと
も知られている (6,12-14)。したがって、FCSに神経突起伸長促進作用を見出すことがで
きれば、CS-Eに代替する比較的長半減期のシード分子となると期待された。 
本章において著者は、代表的なナマコであり、CS鎖骨格に E unitを比較的多量に含有
するマナマコ Apostichopus japonicus由来の FCSに着目し、本 FCSが CS-Eと同様に神
経突起伸長促進活性を有することを見出した。さらに、糖鎖の合成オリゴ糖を用いて、CS-
E 介在性の神経突起伸長促進活性におけるフコース分枝構造との相関解析、および FCS
の神経突起伸長促進活性における最小機能単位の同定を試みた。 
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第 2節 実験材料および方法 
2-1．実験材料 
FluoroshieldTMは ImmunoBioScience社（アメリカ、ワシントン）より、DNase Iは Roche 
Custom Biotech 社（アメリカ、インディアナ）より、抗 BDNF 抗体は Santa Cruz 
Biotechnology社（アメリカ、テキサス）より、Cy3標識抗 βチューブリン抗体、ovalbumin、
poly-L-ornithine（PLO）、rabbit IgG isotype control（isotype ctrl）はシグマ アルドリッチ 
ジャパン合同会社（東京）より、8 wellプラスチックチャンバースライド、B27 supplement、
GlutaMAXTM I、Hank’s Balanced Salt Solution（HBSS）、Hoechst 33342、NeurobasalTM 
medium、Trypsin はサーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社（横浜）より、
Proteus vulgaris由来コンドロイチナーゼ ABC（ChABC）（EC 4.2.2.4）、不飽和 CS二糖
標品、サメ軟骨由来 CS-C、イカ軟骨由来 CS-Eは生化学工業株式会社（東京）より、Fetal 
Bovine Serum（FBS）は BioWest社（フランス、メーヌ＝エ＝ロワール）より、2-アミノ
ベンズアミド（2-AB）、トリトン X-100、ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液はナカ
ライテスク株式会社（京都）より、妊娠 16 日目 C57BL/6 系クリーンマウスは日本 SLC
株式会社（静岡）より、カバーガラスは松浪硝子工業株式会社（大阪）より、ウシ血清ア
ルブミン（BSA）、パラホルムアルデヒド（PFA）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購
入した。A. japonicus由来 FCSおよび、化学合成した CSオリゴ糖(76,77)（Table 1-1参
照）は、鳥取大学の田村純一博士より恵与された。 
 
2-2．A. japonicusからの FCSの抽出と精製 
20.56 gの凍結乾燥した A. japonicus体壁の懸濁液を 160 mLの沸騰水中で 10分間処理
した後、200 mLの 0.5 Mホウ酸塩緩衝液（pH 7.0）を添加した。次いで、懸濁液を 55˚C
でタンパク質分解酵素である N Amano G を 3 日毎に 1.46 g 添加しながら、合計 9 日間
酵素消化した。酵素消化した懸濁液を 15 分間沸騰させ、セライトで濾過した。濾液を
Pellicon Biomax PXB008A50（Merck Millipore、ドイツ、Darmstadt）を用いて限外濾過し、
次いで 1.25 % NaOAcを含有する 80 %エタノールで沈殿させ、0˚Cで遠心分離した。得
られた粗多糖画分の一部（3.02 g）を少量の 0.15 M LiCl / 0.05 M酢酸（pH 4.0）で希釈
し、DEAE-セルロースカラム（φ4.4~35 cm）に通した後、カラムを 0.15、0.5、1.0およ
び 2.0 M の LiCl を含む緩衝液を 750 mL ずつ用いて段階的に洗浄した。これらのうち、
FCS を最も多く含む 2.0 M LiCl 画分を上記の限外濾過にかけた後、ゲル浸透カラムクロ
マトグラフィー（LH-20、H2O、φ4.6~34 cm）および、限外濾過により脱塩・濃縮した。
得られた溶液を凍結乾燥することにより、1.18 gの A. japonicus由来 FCSを得た。 
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2-3．A. japonicus由来 FCSの温和条件下における酸加水分解 
本節 2-2で得た 23.2 mgの A. japonicus由来 FCSを、1 Mギ酸中、80˚Cで 15時間処
理した。次いで、ギ酸を減圧下で除去した後、残渣をゲル浸透カラムクロマトグラフィー
（LH-20、1% AcOH、φ1.3~86 cm）で精製することにより、4.4 mg の脱フコシル化多糖
（CS多糖画分）を得た。 
 
2-4．A. japonicus由来 FCSの二糖組成 
2-4-1．ChABCによる酵素消化 
本節 2-3で得た CS多糖画分を、不飽和 CS二糖単位に消化するために、ChABC 10 mIU
相当量を用い、最終濃度 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)および 60 mM NaOAcを含む全量 20 μL
の水溶液中で 37 ˚C、2時間酵素消化した(78,79)。 
 
2-4-2．2-アミノベンズアミド（2-AB）蛍光標識および HPLC分析 
本節 2-4-1で得た消化物を乾固させた後、最終濃度 350 mM 2-AB と 1.0 M NaCNBH4
を含む全量 5 μLの DMSO:氷酢酸（7 : 3）混合溶液中で、65 ˚ Cで 2 時間反応させ、不飽
和 CS二糖単位を 2-ABで蛍光標識した(80)。反応溶液を 500 μLの蒸留水に溶解し、等量
のクロロホルムと混和後、2,000 rpmで 5 秒間遠心し、未反応の 2-ABをクロロホルム溶
媒に抽出した(81)。この操作を 10 回繰り返した後、各試料を乾固した。蛍光標識された
各試料を 400 μLの蒸留水に溶かし、フィルター付きマイクロチューブでろ過後、ポリア
ミン結合シリカカラム YMC-Pack PA-03（YMC、京都）を用いた陰イオン交換 HPLC で
不飽和 CS二糖単位の組成比を分析した。HPLC は、室温下、流速 1.0 mL/min、60分間、
NaH2PO4濃度 16 mMから 530 mMまでの直線勾配条件で分析した。検出は蛍光試薬であ
る 2-AB 由来の蛍光を指標に、励起波長 320 nm/蛍光波長 420 nm で行なった(82)。2-AB
蛍光標識された CS二糖標品の溶出時間を指標に、検出されたピークを同定および定量し
た。 
 
2-5．In vitroにおける CS依存的な神経突起伸長促進活性の解析 
2-5-1．CSコート 
8 well チャンバースライドの各 well に 0.1 M ホウ酸緩衝液（pH 8.4）で最終濃度 1.5 
μg/mL に調製した PLO溶液を 400 μL添加し、室温で 2時間以上静置した。各 wellをリ
ン酸緩衝液（PBS、pH 7.4）で 3回洗浄した後、PBSで任意の濃度に調製した CS溶液を
400 μL添加し、4˚C で一晩静置した。細胞播種の直前に、各 wellを PBSで 3 回洗浄し、
300 μLの培養用培地［B27 supplement（1×）、5 mM GlutaMAXTM I、0.1 % ovalbumin、ペ
ニシリン-ストレプトマイシン混合溶液（1×）を含む NeurobasalTM medium］を添加した。 
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2-5-2．海馬神経細胞の培養 
本実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」および「実験動物の飼育及び保管等に関
する法律」、「動物の愛護及び管理に関する条例」等に基づき、神戸薬科大学の動物実験委
員会の承認を受けており、「神戸薬科大学動物実験指針」を順守して実施した。動物愛護
と動物福祉の観点から動物実験の使用は、目的に合致した最小限にとどめた。 
妊娠 16 日齢 C57BL/6 系クリーンマウスより摘出した胎仔を氷冷 PBS に浸した後、胎
仔より全脳を摘出し、氷冷 HBSSに浸した。実体顕微鏡下、先鋭ピンセットで全脳表層の
脳膜を剥離すると共に大脳半球を展開した後、大脳皮質の後端の内側への折返し縁に存在
する海馬を採取し、氷冷 HBSS 中に回収した。回収した海馬片を氷冷 HBSS で 3 回洗浄
した後、100 μLの 0.25 % Trypsinおよび 0.05 % DNase I を混合した HBSS溶液で 37˚C、
10 分間処理した。続いて 5 分間氷冷した後、1,500 rpm で 1 分間遠心し、上清を除いた
後、細胞塊を氷冷した 200 μLの Neurobasal mediumで洗浄した。1,500 rpmで 2分間遠
心し、上清を除いた後、適量の培養用培地を添加し、ピペッティングにより単一細胞に分
散させた。生細胞数をトリパンブルー色素排除法で計測し、本節 2-5-1で CSコートした
チャンバースライドに 10,000-12,000 cells/cm2 となるように 100 μL/well で播種し、37 
˚C、5 % CO2存在下で 24時間培養した。 
 
2-5-3．海馬神経細胞の免疫蛍光染色 
本節 2-5-2で 24時間培養した海馬神経細胞を、200 µL/wellの 4% (w/v) PFA/PBSによ
り、室温で 30分間、細胞固定した後、各 wellを PBSで 3回洗浄した。次いで、200 µL/well
の 0.2%トリトン X-100を含む 3% BSA/PBS溶液により、室温で 30分間、ブロッキング
および透過処理した。その後、100 µL/well の Cy3標識抗 βチューブリン抗体 (1：2,000) 
を含む 3% BSA/PBS 溶液により、室温で 2 時間、免疫染色した後、各 well を PBS で 3
回洗浄した。そして 200 µL/wellの最終濃度 2.0 μg/mLの Hoechst 33342/PBSを入れて室
温で 10分間、核染色した。PBSで 1回洗浄後、封入剤 FluoroshieldTM を用いてカバーガ
ラスをスライド上に貼り付けた。なお、本解析の染色像は Neuron-specific beta-III Tubulin 
Antibody（Tuj1）を用いた場合と同様であった（データ不掲載）。 
 
2-5-4．海馬神経細胞の神経突起長の計測 
本節 2-5-3で作製したプレパラートの検鏡画像をオールインワン蛍光顕微鏡（BZ-8000、
株式会社キーエンス、大阪）により撮影した後、画像解析ソフトウェア（FLVFS-LS、株
式会社フローベル、東京）を用いて、無作為抽出した 50 個以上の各細胞において最長か
つ細胞体直径より長い神経突起の長さを計測した。 
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2-5-5．BDNF阻害による CS-E基質上での海馬神経細胞の神経突起伸長 
本節 2-5-2に記載した方法に従い、海馬神経細胞を播種し、37˚C、5% CO2存在下で 2
時間培養した後、内在性 BDNF の機能阻害のため、100 µL/well の最終濃度として 1.0 
μg/mL の抗 BDNF 抗体(54)または isotype control（ctrl）を含む培養用培地溶液を添加し
た。同様の条件下で 22時間培養した後、免疫蛍光染色および神経突起長計測を本節 2-5-
3および 2-5-4の方法に従って行った。 
 
2-6．統計解析 
統計解析ソフトとして SPSS（日本アイ・ビー・エム株式会社、東京）を用い、統計的
有意差の基準として p<0.05 を採用した。また統計解析は、一元配置分散分析（ANOVA）
の後、Tukey-Kramer法により行った。なお、全ての値は平均±標準誤差（S.E.M.）で示し
た。 
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第 3節 結果 
3-1．A. japonicus由来 FCSは硫酸化フコース分枝を有する CS-Eアナログである 
ナマコ由来 FCS の有する硫酸化フコース分枝の構造は、様々な生理活性との構造活性
相関が解析されてきた過程で、その細部に至るまで緻密に分析されてきた。対照的に、FCS
の CS鎖骨格は、生理活性との相関がないものとして、その構造特性の分析が蔑ろにされ
てきた。そのため、代表的なナマコである A. japonicus由来の FCSについても、CS鎖骨
格の構造特性が十分に解析されているとは言えない。そこでこの構造特性の一つである硫
酸化パターンを解析するために、まず CS分解酵素である ChABCを利用し、A. japonicus
の体壁から単離精製した FCS標品を不飽和CS二糖単位にまで酵素消化した。その結果、
先行研究(60,61)と一致して、インタクトな FCS は CS 骨格を有するにもかかわらず、
ChABC 処理に対して難消化性を示した。この難消化性は主に GlcA 残基の 3-O 位に結合
したフコース分枝の存在に起因すると報告されている(60,61)。そこで FCS からフコース
分枝を除去するために、温和条件下で酸加水分解処理をしたところ、ChABC 処理に対し
て易消化性を示した。以上のことから、今回単離精製した A. japonicus 由来 FCS は先行
研究(70,83)と同様に、GlcA残基の 3-O位に結合したフコース分枝を有すると考えられた。 
次に、A. japonicus由来 FCSの CS鎖骨格の硫酸化パターンを市販の CS鎖標品である
CS-Cおよび CS-Eと比較分析するために、各々の ChABC消化により得られた不飽和 CS
二糖単位を 2-ABで蛍光標識し、HPLCで分析した（Table 1-2）。その結果、注目すべきこ
とに、FCSの CS鎖骨格に含まれる主要な硫酸化パターンは、ジ硫酸化二糖単位の一つで
ある E unit（48%）であり、次いでモノ硫酸化二糖単位である C unit（28%）が多かった。
また、FCSの CS鎖骨格に含まれる E unitの割合は、E unitを多量に含有するイカ軟骨由
来 CS-E（Table 1-2）と比較すると約 20ポイント少なかったが、典型的な低硫酸化 CSで
あるサメ軟骨由来 CS-C（0.5%）に比べ明らかに多いことから、神経突起伸長促進活性の
発現には十分であると考えられた。以上のことから、A. japonicus由来 FCSは硫酸化フコ
ース分枝を有する CS-E アナログであり、CS-E と同様に神経突起伸長促進活性を有する
可能性が高いと推察された。 
 
Composition 
A. japonicus 由来 
FCS 
サメ軟骨由来 
CS-C 
イカ軟骨由来 
CS-E 
O unit 12 0.8 6.2 
A unit 12 13 17 
C unit 28 78 8.2 
D unit not detected 8.0 not detected 
E unit 48 0.5 68 
Table 1-2. A. japonicus 由来 FCS標品における各二糖単位の物質量百分率（mol%） 
本論 第 1章 第 3節 結果 
17 
 
3-2．A. japonicus由来 FCSはイカ由来 CS-Eと同等の神経突起伸長促進活性を有する 
前述の通り、イカ軟骨由来 CS-Eは海馬神経細胞に対して強力な神経突起伸長促進活性
を示すことが明らかとなっている(11,23,25,46,47)。また前項の解析から、A. japonicus由
来 FCS は硫酸化フコース分枝を有する CS-E アナログであることが明らかとなった。よ
って、FCS も CS-E と同様に強力な神経突起伸長促進活性を有すると期待された。そこ
で、FCSの神経突起伸長促進活性を評価するため先行研究(11, 46,47, 84,85)の解析方法と
同様に、FCS、および市販の CS鎖標品である CS-Cおよび CS-Eを、PLOコートしたチ
ャンバースライドにコートし、それらの基質上で海馬神経細胞を 24 時間培養したのち、
各神経細胞の最長神経突起長を計測した。 
その結果、先行研究(11,23,25,46,47)の結果と一致して、PLO 単独と比較して CS-C 基
質上において、神経突起の形態に顕著な変化は認められなかった。対照的に、CS-E また
は A. japonicus 由来 FCS 基質上においては、いずれにおいても一本の顕著に長い神経突
起を有する神経細胞が多数観察された（Fig. 1-1 A）。 
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Fig. 1-1 A. japonicus由来 FCSの in vitroにおける神経突起伸長促進活性 
A. PLOコート上に各 CS鎖標品（サメ軟骨由来 CS-Cまたはイカ軟骨由来 CS-E、A. 
japonicus由来 FCS）（5 µg/mL）をコートした基質上で、胎生 16日齢マウス由来海馬神
経細胞（10,000 cells/cm2）を 24時間培養した。細胞を固定後、Cy3標識抗 βチューブリ
ン抗体（赤色）および Hoechst 33342（青色）により海馬神経細胞を染色した。スケール
バーは 100 µmを示す。 
B. 条件ごとに無作為抽出した 50個以上の神経細胞について最長神経突起長を計測し、そ
の平均値を算出した。（n=3；*，p＜0.01；n.s. not significant，対 PLO） 
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そこで、各々の条件において最長神経突起長を指標に神経突起伸長活性を定量したと
ころ、A. japonicus由来 FCS介在性の神経突起伸長促進活性は、イカ軟骨由来 CS-Eに匹
敵した（Fig. 1-1 B）。前項の解析結果より、FCSは E unitの割合が CS-Eより 20ポイン
ト低い一方で、特有の硫酸化フコース分枝を有する。これらのことから、A. japonicus由
来 FCS は神経突起伸長活性を有する CS-E アナログとして振る舞うだけでなく、その活
性の発現において、フコース分枝が E unitの代償的機能を担うと示唆された。 
 
3-3．A. japonicus由来 FCSの神経突起伸長促進活性の最小機能単位は FCS三糖である 
合成オリゴ糖を利用した解析から、2 つの E unit がタンデムに結合した CS-E 四糖が、
CS-E の神経突起伸長促進活性の発現における最小機能単位であることが示されている
(54)。したがって、FCS介在性の神経突起伸長促進活性において、フコース分枝が E unit
の代償的機能を担うと仮定すると、フコース分枝を有する E unitである FCS三糖が CS-
E 四糖と同様に神経突起伸長促進活性を有する最小機能単位であると推定された。A. 
japonicus 由来 FCS に含まれるフコース分枝の多くは 2,4-O-ジ硫酸化されていることが
報告されている(73)。よって、仮説の検証のための FCS 三糖として、化学合成した 2,4-
O-ジ硫酸化体のフコース分枝を有する E unit（FCS-tri）(76)を用い、まず神経突起伸長促
進活性の濃度依存性を解析した。 
興味深いことに、FCS-tri介在性の神経突起伸長促進活性は FCS-triのコート濃度依存的
に増強され、15 μg/mLにおいて最大活性を示した（Fig. 1-2 A）。一方で 15 μg/mLより高
濃度領域（20 μg/mL以上）では、神経突起伸長促進活性の低下が観察された。これは FCS-
tri中の多量の硫酸基が有するマイナス電荷に起因する反接着効果であると考えられた。 
次に、FCS-tri介在性の神経突起伸長活性における構造的重要性を評価するために、FCS-
tri と、化学合成した 3 種類の CS オリゴ糖（CS-C-di、CS-E-di および CS-E-tetra）の神
経突起伸長促進活性を比較検討した（Fig. 1-2 B, C）。先行研究の結果(54)と一致して、神
経突起伸長促進活性は、PLO と比較して CS-E-di では認められなかった一方で、PLO お
よび CS-E-diと比較して CS-E-tetraでは有意に認められた。このことから、CS-E四糖が
CS-E 介在性の神経突起伸長促進活性の最小機能単位であることが確認できた。また、
FCS-triは、PLO、および A. japonicus由来 FCSの主要構成 CS二糖単位に相当する CS-
C-diおよび CS-E-diと比較して、有意な神経突起伸長促進活性が認められた。このことか
ら 2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝が A. japonicus由来 FCS介在性の神経突起伸長促進活性
における重要構造であり、FCS-triが FCSの神経突起伸長促進活性の最小機能単位である
と示唆された。さらに、FCS-triの神経突起伸長促進活性は CS-E-tetraと同等であった。
これらの知見から、FCS-tri中の 2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝は E unitの機能を模擬して
いることが明らかとなった。 
本論 第 1章 第 3節 結果 
19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
0
20
40
60
80
di di tetra tri
PLO CS-C CS-E FCS
* 
* 
n.s. n.s. 
M
e
a
n
 l
e
n
g
th
 o
f 
th
e
 l
o
n
g
e
s
t 
n
e
u
ri
te
 
(µ
m
) 
A 
80
100
120
140
0 5 10 15 20
M
e
a
n
 l
e
n
g
th
 o
f 
th
e
 l
o
n
g
e
s
t 
n
e
u
ri
te
 
(%
 o
f 
0
 μ
g
/m
L
) 
Conc (μg/mL) 
 
：GlcA ：GalNAc ：Fuc S：sulfate 
B 
CS-E-tetra CS-C-di CS-E-di PLO FCS-tri 
6S 4S・6S 4S・6S 4S・6S 4S・6S 
2S・4S 
Fig. 1-2 FCS-triなどの合成 CSオリゴ糖の神経突起伸長促進活性 
A. PLOコート上に FCS-tri（2.5または 5.0、7.5、15、20 µg/mL）をコートした基質上で、
胎生 16日齢マウス由来海馬神経細胞（10,000 cells/cm2）を 24時間培養した。 
B, C. PLOコート上に各合成 CSオリゴ糖（CS-C-diまたは CS-E-di、CS-E-tetra、FCS-tri）
（15 µg/mL）をコートした基質上で、胎生 16日齢マウス由来海馬神経細胞 
（10,000 cells/cm2）を 24時間培養した。B. スケールバーは 100 µmを示す。 C. 条件ごと
に無作為抽出した 50個以上の神経細胞について最長神経突起長を計測し、その平均値を算出
した。（n=3；*，p＜0.01；n.s. not significant，対 PLO） 
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3-4．FCS-tri介在性の神経突起伸長促進活性は BDNFシグナル伝達経路を介する 
CS-Eは BDNFを始めとする神経栄養因子と高親和性を示し、神経栄養因子のリザーバ
ーあるいは共受容体として機能する(20,23)。また、海馬神経細胞における CS-E介在性の
神経突起伸長促進活性は BDNF シグナル伝達経路を活性化することに起因することが報
告されている(53,54)。よって、A. japonicus由来 FCSおよび FCS-tri介在性の神経突起伸
長促進活性も BDNFシグナル伝達経路の活性化に起因すると期待された。そこで、BDNF
に対する中和抗体を用い、イカ軟骨由来 CS-Eおよび A. japonicus由来 FCS、および各々
に対応する合成オリゴ糖であるCS-E-tetraおよび FCS-tri介在性の神経突起伸長促進活性
に及ぼす影響を検討した。 
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Fig. 1-3 CS-Eおよび FCS依存性神経突起伸長に対する抗 BDNF抗体の効果 
A, B. PLOコート上に各合成 CSオリゴ糖（CS-E-tetraまたは FCS-tri）（15 µg/mL）ま
たは各 CS鎖標品（サメ軟骨由来 CS-Cまたはイカ軟骨由来 CS-E、A. japonicus由来
FCS）（5 µg/mL）をコートした基質上で、胎生 16日齢マウス由来海馬神経細胞
（12,000 cells/cm2）を播種した。その 2時間後、抗 BDNF抗体（1 µg/mL）または
isotype ctrlを添加した。その後は Fig. 1-1の解析と同様に行った。（n=3） A. スケール
バーは 100 µmを示す。 B. 条件ごとに無作為抽出した 50個以上の神経細胞について最
長神経突起長を計測し、その平均値を算出した。（n=5；*，p＜0.01；n.s，not 
significant，対 ctrl） 
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イカ軟骨由来 CS-E および A. japonicus 由来 FCS、CS-E-tetra、FCS-tri のいずれにお
いても、isotype control（ctrl）と比較して抗 BDNF抗体の添加では、神経突起伸長促進活
性が有意に低下した（Fig. 1-3）。このことから、FCSおよび FCS-tri介在性の神経突起伸
長促進活性は BDNFシグナル伝達経路の活性化を必要とすることが明らかとなった。 
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第 4節 考察 
ジ硫酸化 CS 二糖単位である E unit を多量に含有する CS 鎖であるイカ由来 CS-E は、
強力な神経突起伸長促進活性を有する(20,23,25,53)。よって著者は、特徴的なフコース分
枝を有しかつCS鎖骨格中にE unitを多量に含有するA. japonicus由来のFCS(70,83)が、
CS-E と同様の活性を有すると期待し、フコース分枝構造と CS-E 介在性の神経突起伸長
促進活性との相関を解析した。その結果、今回新たに単離精製した A. japonicus由来 FCS 
は、CS-E と同等の神経突起伸長活性を有することが明らかとなった。また合成オリゴ糖
を用いた解析から、A. japonicus 由来 FCS 介在性の神経突起伸長活性の発現における最
小機能単位は FCS-tri（2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝を有する E unit）であることが明らか
となった。さらにこれらの分子機構として、FCSおよび FCS-triが CS-Eおよび CS-E四
糖と同様に BDNFのリザーバーとして機能する可能性を見出した。よって、これらの知見
は、FCS 介在性の神経突起伸長促進活性は E unit を多く含有する CS 鎖骨格に依存的で
あると示唆するのみならず、FCS におけるフコース分枝が E unit の代償的機能を担うと
いう仮説の裏付けとなった。 
BDNF の中和抗体により合成オリゴ糖である FCS-tri 介在性の神経突起伸長は ctrl と同
程度に抑制される一方で、多糖鎖である FCS 介在性の神経突起伸長は ctrl と同程度まで
には抑制されなかった。よって、FCS介在性の神経突起伸長活性の発現においてサイトカ
インのリザーバー以外の分子機構の存在が示唆される。実際、オリゴ糖である CS-E四糖
はサイトカインのリザーバーとしてのみ機能する一方で、多糖鎖である CS-Eはサイトカ
インのリザーバーだけでなく第 2 章で詳述する CS 受容体のリガンドとしての機能も併
せ持つと考えられている(23)。したがって、FCS介在性の神経突起伸長活性の発現におい
ても CS-Eと同様、あるいは新規の CS受容体を介する可能性が示唆された。 
以上の知見から、FCS-tri の構造と生理活性との相関は CS 鎖の多彩な機能の発現機構
を包括的に理解する一助となりうる。したがって、化学合成された CS 鎖または FCS を
用いた CS 鎖の構造活性相関解析の今後の進展により、CS 鎖の神経突起伸長促進活性の
みならず、CS 鎖の多彩な機能を包括的に理解するための分子基盤が構築できる可能性が
ある。 
興味深いことに、本解析において FCS-tri は E unit を 1 つしか有しないにも関わらず、
E unit を 2つ有する CS-E-tetraと同様の活性を示したことから、FCS-triの 2,4-O-ジ硫酸
化フコース分枝は E unitの機能を模擬することも明らかとなった（Fig. 1-4）。また所属研
究室における予備的解析により、FCS-triは FCSの有する抗凝固活性(55,56)および抗血栓
活性(56,58)を有さない可能性が見出されている（未発表データ）。さらに FCS-triは、CS-
E四糖と比較し化学合成が簡便である。また、CS-E四糖は成体期における CNS損傷治療
薬のリード化合物となりうると期待されている。 
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これらのことから FCS-tri は、CS-E の最小機能単位である CS-E 四糖を代替する、成体
期における CNS 損傷治療のゴールデンスタンダードとなりうる治療薬のリード化合物と
しての可能性を秘めていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
：GlcA ：GalNAc ：Fuc S：sulfate 
Fig. 1-4 FCS-triなどの合成 CSオリゴ糖の構造と神経突起伸長促進活性の相関関係 
活性のない CS-E二糖に、CS-E二糖が結合した CS-E四糖、および 2,4-O-ジ硫酸化フコース
が結合した FCS三糖は同等の活性を示す。よって、CS-E二糖と 2,4-O-ジ硫酸化フコースは
生物学的に等価である、すなわち、FCS三糖の 2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝は E unitを模擬
していると考えられた。 
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第 5節 小括 
 
・A. japonicus由来 FCSの CS鎖骨格において、含有量が最多である二糖単位は E unitで
あった。 
 
・A. japonicus 由来 FCS はイカ軟骨由来 CS-E と同等の神経突起伸長促進活性を有する
ことがわかった。 
 
・A. japonicus由来 FCS介在性の神経突起伸長促進活性における最小機能単位は、FCS-
tri（2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝を有する E unit）であった。 
 
・FCS-tri介在性の神経突起伸長促進活性において、2,4-O-ジ硫酸化フコース分枝は E unit
の機能を模擬すると考えられた。 
 
・A. japonicus由来 FCS および FCS-tri介在性の神経突起伸長促進活性の発現は、イカ軟
骨由来 CS-E および CS-E-tetra と同様に BDNF シグナル伝達経路の活性化を必要とする
ことがわかった。 
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第 2章 CS-Dによる神経突起伸長の促進機構の解析 
 
第 1節 緒言 
CS鎖の生理機能発現における分子モデルとして、第 1章で述べた「サイトカインのリ
ザーバー」モデルに加えて、所属研究室では「CS 受容体のリガンド」モデルを新たに提
唱している。実際、2009年に、CNSにおける促進性の CS受容体として CNTN-1を世界
に先駆けて同定している(11)。この報告以降、活発な研究により、脊髄損傷において阻害
性の CS 受容体が相次いで同定され(63-65)、創薬の標的として注目を集めている。よっ
て、促進性 CS受容体についても創薬の標的となりうると期待される。しかし、促進性 CS
受容体を介した神経突起伸長促進機構は未解明の部分が多く残されており、この解明が喫
緊の課題である。 
 
 
 
 
 
Fig. 2-1 高硫酸化 CSによる促進性 CS受容体を介した神経突起伸長促進機構モデル 
CS-Eは CNTN-1のリガンドとして機能し、軸索様の神経突起伸長を促進する（右）。一
方で、CS-Eとは異なる硫酸化パターンをもつ CS-D基質上では、神経突起の形態が CS-E基
質上とは明らかに異なり、樹状突起様の神経突起および接着性の亢進が観察される。これら
のことから、CS-Dによる神経突起伸長の促進において、細胞外マトリックス成分と強い接
着性をもつ ITGが CS受容体として機能する可能性が考えられた（左）。 
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面白いことに、海馬神経細胞の形態は足場基質となる高硫酸化 CSの硫酸化パターンに
依存する(45-47)。E unit［GlcA-GalNAc（4,6-O-disulfate）］とは硫酸化パターンの異なる
D unit［GlcA（2-O-sulfate）-GalNAc（6-O-sulfate）］を多量に含有する高硫酸化 CSであ
る CS-D は、CS-E とは異なり、比較的短い樹状突起様の神経突起の形成を促進する。さ
らに CS-D 基質上では、CS-E 基質上と比較して海馬神経細胞の接着性が亢進する様子が
観察される(47)。これらのことから、CS-E の受容体である CNTN-1 とは異なり、なおか
つ細胞外マトリックス成分と強い接着性をもつ分子が、CS-Dの硫酸化パターンを認識し、
樹状突起様の神経突起形成を促進する CS受容体として機能すると推察された（Fig. 2-1）。 
そこで CS-Dに対する新規 CS受容体の候補分子として、細胞外マトリックス中のタン
パク質成分と細胞との接着を担う主要な細胞接着分子であるインテグリン（ITG）ファミ
リーに着目した。ITGファミリーは、あらゆる細胞の細胞膜において α鎖と β鎖の 2つの
サブユニットから構成されるヘテロ二量体を形成し、細胞内外の架け橋として、細胞外マ
トリックスに埋め込まれた情報を読み取り、細胞内へ伝達する(86,87)。また認識可能な細
胞外マトリックスの種類は α鎖と β鎖の組み合わせに依存し、ITGファミリーのサブユニ
ットの組み合わせは 24種類が報告されている(88)。 
ITGファミリーは、細胞接着分子として同定された 1980年代以降の活発な研究により、
単に細胞外マトリックスと細胞との接着を担うだけではなく、種々のシグナル伝達経路を
介して、細胞分化や細胞死を制御することが解明されてきた(89)。近年においても、その
勢いは衰えることなく、創薬の観点から解明が急がれるがんの転移(90)や組織の線維化
(91)などの生命現象に、特定のサブユニットから構成される ITGが深く関与することが報
告されている。よって、特定のサブユニットから構成される ITGの機能の理解を深めるこ
とは、我々の身近な生命現象を理解する上でも意義深い。 
これまでに CNSにおいて ITGファミリーは、in vivo および in vitro において重要な役
割を担うことが示されてきた(92-94)。例えば、フィブロネクチン受容体である ITGαVβ3
や ITGα5β1 はいずれも大脳皮質の層形成を制御することが報告されている(95-97)。興味
深いことに、ITGαVβ3 は海馬神経細胞の樹状突起スパインの機能維持にも関与すること
が報告された(98,99)。対照的に、ITGα5β1は、ごく最近、ドパミン作動性神経細胞の神経
突起伸長を制御すること(100,101) が報告され、パーキンソン病に対する細胞移植療法の
問題解決の糸口となると期待されている。このように、同種リガンドに対する ITGの間で
も分子種により異なる機能を発現するため、ITGの分子種の同定は極めて重要である。 
これまでに特定の ITG とメラノーマ細胞に由来する CS 鎖が結合することが報告され
ている(102,103)。また近年、CNS において興味深いことに、低硫酸化 CS による軸索再
生の阻害が低硫酸化 CSによる ITGシグナルの不活性化に起因すると示唆された(104)。 
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対照的に、神経細胞表面に発現する高硫酸化 CSが ITGシグナルを活性化することも報告
されている(105)。さらに、所属研究室ではこれまでに、高硫酸化 CS基質上において海馬
神経細胞の神経突起伸長が顕著に促進されることも報告している(45-47)。これらのこと
から、高硫酸化CSによる神経突起伸長において、神経細胞表面に発現する特定の ITGが、
高硫酸化CSの受容体として機能し、神経突起伸長の促進に寄与する可能性が示唆される。
しかし、これまでに CNSにおいて ITG が CS受容体として機能するという事実を直接的
に明らかにした報告は存在しない。そこで著者は ITGファミリーに着目し、CS-Dによる
神経突起伸長の促進に関与する CS 受容体としての妥当性の検証および責任分子種の同
定を試みた。 
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第 2節 実験材料および方法 
2-1．実験材料 
Anti-Integrin beta 1抗体［BV7］（α-ITGβ1）、PP2（CAS#172889-27-9）、PP3（CAS#5334-
30-5）は Abcam 社（アメリカ、マサチューセッツ）より、TRI REAGENT®は Molecular 
Research Center社（アメリカ、オハイオ）より、Amine Coupling Kit、Acetate、HBS-P、
Sensor Chip CM5 は GE ヘルスケア・ジャパン株式会社（東京）より、Neuron-specific 
beta-III Tubulin Antibody（Tuj1）、Recombinant Human Integrin alpha V beta 3 Protein（組
換え ITGαVβ3）は R&D Systems社（アメリカ、ミネソタ）より、Light Cycler Capillaries、
Light Cycler Fast Start DNA Master PLUS SYBRⓇ Green Iは Roche Molecular Diagnostics
社（アメリカ、カリフォルニア）より、Alexa Fluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 
Secondary Antibody（Alexa Fluor 488抗ウサギ IgG抗体）、Alexa Fluor® 594 Goat anti-
Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody（Alexa Fluor 594抗マウス IgG抗体）、Phospho-
FAK (Tyr397) Polyclonal Antibody（抗 pFAK抗体）はサーモフィッシャーサイエンティフ
ィック株式会社（横浜）より、クジラ軟骨由来 CS-A、サメ軟骨由来 CS-D は生化学工業
株式会社（東京）より、dNTP Mixture （各 2.5 mM）、Random Primer（nonadeoxyribonucleo-
tide mixture；pd (N)9）はタカラバイオ株式会社（草津）より、M-MLV reverse transcriptase、
RNasinⓇ Plus ribonuclease inhibitor、RQ1 RNase-free DNaseはプロメガ株式会社（東京）
より、cyclo（Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val）（CAS#137813-35-5）は株式会社ペプチド研究所（大
阪）より、Millicell® EZ slides 8-well glass slideはメルク株式会社（東京）より、CaCl2、
MgCl2、Genistein（CAS#446-72-0）は和光純薬工業株式会社（大阪）より購入した。 
 
2-2．リン酸化 FAK（focal adhesion kinase）の免疫染色および観察 
第 1章、第 2節の 2-5-1および 2-5-2の方法に従って、Millicell® EZ slides 8-well glass 
slide の各 wellを 5 μg/mL または 15 μg/mL の CS-Cまたは CS-D溶液でコートし、その
基質上で胎生 16 日齢マウス胎仔由来の海馬神経細胞を 24 時間培養した。そして、第 1
章、第 2 節の 2-5-3 の方法に従って、固定、ブロッキングおよび透過処理まで行った後、
100 μL/wellの Tuj1（1：2,000）および抗 pFAK抗体（1：250）を含む 3% BSA/PBS溶液
により、4˚C で 12 時間、抗体反応させた後、各 well を PBS で 3 回洗浄した。続いて、
100 μL/wellの Alexa Fluor 488抗ウサギ IgG抗体（1：2,000）および Alexa Fluor 594抗
マウス IgG抗体（1：2,000）を含む 1% BSA/PBSにより、室温で 2時間、抗体反応させ
た後、各 wellを PBSで 3回洗浄した。最後に、第 1章、第 2節の 2-5-3の方法に従って、
核染色および封入を行った。完成したプレパラートの観察は共焦点顕微鏡 LSM700 （カ
ールツァイス、東京）を用い、63倍油浸レンズで行った。 
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2-3．In vitroにおける CS鎖依存的な神経突起伸長促進活性の解析 
2-3-1．海馬神経細胞の ITGシグナル阻害による CS鎖の神経突起伸長促進作用への影響 
第 1 章、第 2 節の 2-5-1 に従い、細胞播種の直前に、各 well を PBS で 3 回洗浄した。
その後、培養用培地に、細胞播種後の最終濃度が任意の濃度となるように各阻害剤
（Genisteinまたは PP2、PP3）を添加した。そして第 1章、第 2節の 2-5-2から 2-5-4の
方法に従い、各条件における神経突起伸長促進活性を評価した。 
 
2-3-2．海馬神経細胞の ITGの機能阻害による CS鎖の神経突起伸長促進作用への影響 
第 1章、第 2節の 2-5-5の方法に準じ、α-ITGβ1または isotype ctrl（最終濃度 0.5、1.0 
μg/mL）、または cyclo（最終濃度 10、30 µM）を含む培養用培地溶液を添加した。 
 
2-4．Real-time RT-PCR法による胎生 16日齢マウスの海馬における遺伝子の発現解析 
2-4-1．Complementary DNAの合成 
第 1 章、第 2 節の 2-5-2の方法に従って、摘出した胎生 16 日齢マウス胎仔の海馬片か
ら、TRI REAGENT®の標準プロトコールに準じて total RNAを抽出した。次に、total RNA
の濃度および純度を NanoDrop（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社、横
浜）で測定し、RQ1 RNase-free DNaseの標準プロトコールに従って total RNAに含まれ
る微量のゲノム DNA を分解した。その後、一定量の total RNA を鋳型として、M-MLV 
reverse transcriptase の標準プロトコールに従い、Random Primer および dNTP Mixture
を用いて、RNasinⓇ Plus ribonuclease inhibitor存在下で逆転写反応を行った。 
 
2-4-2．Real-time PCR 
検量線作成用の鋳型は、外部標準としてハウスキーピング遺伝子であるグリセルアルデ
ヒド 3-リン酸デヒドロゲナーゼ（Gapdh）を採用し、この cDNA 断片を組み込んだベク
ターを 106 molecules/μL から 103 molecules/μL にまで段階希釈したものを用いた。また
本節 2-4-1で合成した cDNA は、Nuclease Free Waterで 5倍希釈して用いた。これら各
2.5 µLを鋳型とし、Light Cycler Fast Start DNA Master PLUS SYBRⓇ Green Iキットの標
準プロトコールに従って全体積 10 μLとなるように試料を調製し、ライトサイクラーシス
テム ST300（Roche Diagnostics社）で 95 ˚C 5 sec間、60 ˚C 5 sec間、72 ˚C 10 sec間
を 40 cycleの条件下で、PCR法により各遺伝子の増幅を行った。なお、各遺伝子に対す
るプライマーは Table 2-1 に示した。定量は PCR 増幅産物が任意の量に達したサイクル
数（Threshold cycle、Ct値）を利用して作成した検量線に基づいて行った。また、目的遺
伝子の発現量は、各試料の Gapdhの発現量に対する相対値として算出した。 
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2-5．BIAcore X100による CS 鎖と ITGαVβ3の相互作用解析 
2-5-1．センサーチップへの組換え ITGαVβ3の固定 
 ランニング緩衝液として HBS-P（0.01 M HEPES (pH 7.4)、0.15 M NaCl、0.005% 
Surfactant P20）を用い、25 ˚ Cの条件下で、BIAcoreX100（GEヘルスケア・ジャパン株
式会社）にセンサーチップ CM5 を挿入した。リガンド固定の標準プロトコールに従い、
まずリガンドである組換え ITGαVβ3 を固定するための最適 pH をプレコンセントレーシ
ョン効果の解析により判定し、pH 4.0と定めた。次に、組換え ITGαVβ3を Acetate（pH 
4.0）で最終濃度 20 µg/mLとなるように希釈し、Amine Coupling Kit を用いて、センサー
チップ CM5のリガンド固定化セル側の表面に固定した。 
 
2-5-2．CS 鎖と ITGαVβ3との相互作用解析 
 ランニング緩衝液として 2 mM CaCl2および 1 mM MgCl2を含む HBS-Pを用い、25 ˚C
の条件下で、BIAcore X100に本節 2-5-1 で ITGαVβ3を固定したセンサーチップ CM5を
挿入した。10 mg/mLの CS-C および CS-D を含む HBS-P溶液を、ランニング緩衝液で
各 CS鎖の見かけの平均分子量に基づいて 5～50 µMの範囲で希釈し、これらの溶液をリ
ガンド固定化セルおよびリファレンスセルに、流速 15 µL/min で、各 5 分間（結合期 2
分、解離期 3分）添加した。得られたセンサグラムを Biacore X100 Evaluation Software
により、1:1 (Langmuir) binding モデルに適合させ、Kinetics解析を行い、解離定数（KD）
を得た。 
 
 
 
Gene name Forward primer（5’-3’） Reverse primer（5’-3’） 
Itga1 CCTTCCCTCGGATGTGAGTCA AAGTTCTCCCCGTATGGTAAGA 
Itga3 CCTCTTCGGCTACTCGGTC CCGGTTGGTATAGTCATCACCC 
Itga4 GATGCTGTTGTTGTACTTCGGG ACCACTGAGGCATTAGAGAGC 
Itga5 CTTCTCCGTGGAGTTTTACCG GCTGTCAAATTGAATGGTGGTG 
Itga6 TGCAGAGGGCGAACAGAAC GCACACGTCACCACTTTGC 
Itga8 TGGCTGGGATTCCAAGAGGA GTGCCCCGACCAATATGTCA 
Itgav CCGTGGACTTCTTCGAGCC CTGTTGAATCAAACTCAATGGGC 
Itgb1 ATGCCAAATCTTGCGGAGAAT TTTGCTGCGATTGGTGACATT 
Itgb3 GAGCCCATTTTCTTCTCCCG GCAACACCATGAATCCATCCC 
Gapdh CATCTGAGGGCCCACTG GAGGCCATGTAGGCCATGA 
Table 2-1 Real-time PCRの primer一覧 
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2-6．統計解析 
統計解析ソフトとして SPSS（日本アイ・ビー・エム株式会社、東京）を用い、統計的
有意差の基準として p<0.05 を採用した。また統計解析は、一元配置分散分析（ANOVA）
の後、Tukey-Kramer法により行った。なお、全ての値は平均±標準誤差（S.E.M.）で示し
た。また、神経突起伸長に関するいずれの実験においても、阻害剤非添加もしくは中和抗
体に対するコントロール抗体を添加した際には、CS-Dもしくは CS-Eにより、PLOもし
くは CS-C、CS-Aに比較して有意な神経突起伸長促進作用が認められた。 
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第 3節 結果 
3-1．CS-Dによる神経突起伸長の促進は ITGシグナルの活性化に起因する 
ITGに細胞外マトリックスのタンパク質成分が結合すると、β鎖の細胞内領域に結合し
た細胞骨格タンパク質に、細胞内シグナル伝達分子である FAKが結合する。結合した FAK
が自己リン酸化により活性化されると、ITGのクラスタリングが促進され、細胞外マトリ
ックスと細胞間の接着性が亢進する(89)。前述のように、海馬神経細胞の接着性は CS-D
基質上で顕著に亢進することが見出されている(47)。よって、CS-Dにより FAKの活性化
が促進されると推察された。そこで、各 CS 鎖基質上で培養した海馬神経細胞において、
各 CS鎖基質への接着性および、FAK の活性化体であるリン酸化 FAK（pFAK）の発現動
態を免疫染色法により解析した。 
先行研究の結果(47)と一致して、細胞骨格タンパク質である tubulinの染色により、コン
トロールである PLO および CS-C 基質上と比較して CS-D 基質上では、海馬神経細胞の
細胞体の接着面積が明らかに増大しており、複数本の神経突起伸長が促進されている様子
が観察された（Fig. 2-2-1）。このことから、CS-D 基質上では少なくとも海馬神経細胞の
接着性が亢進していると推察された。また pFAKの染色性はいずれの基質上においても海
馬神経細胞の細胞体において観察されたが、CS-D基質上においては CS-Dのコート濃度
依存的に pFAK の染色強度が増強した（Fig. 2-2-1）。これらのことから、CS-D 基質上に
おける海馬神経細胞の接着性の亢進は CS-D により ITG のシグナル伝達分子である FAK
の活性化が促進された結果である可能性が示唆された。 
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Fig. 2-2-1 各 CS基質上における海馬神経細胞の細胞形態および pFAKの発現動態 
PLOコート上に CS-Cまたは CS-D（5 µg/mLまたは 15 µg/mL）をコートした基質上
で、胎生 16日齢マウス由来海馬神経細胞（10,000 cells/cm2）を 24時間培養した。細胞を
固定後、海馬神経細胞の tubulinを Tuj1（マゼンタ）、pFAKを抗 pFAK抗体（緑）、核を
Hoechst 33342（青色）で染色した。スケールバーは 10 µmを示す。 
本論 第 2章 第 3節 結果 
34 
 
興味深いことに、ITG を介した FAK シグナル伝達経路の活性化により、神経突起の伸
長を含む神経細胞分化が制御されることが報告されている(106,107)。よって、CS-D基質
上における神経突起伸長の促進についても FAK シグナル伝達経路の活性化に起因すると
考えられた。そこでこの検証のために、FAK を阻害する Genistein を用いて、CS-D によ
る神経突起伸長に及ぼす影響を検討した。 
その結果、コントロールである PLO および CS-C 基質上における神経突起伸長は
Genistein の添加による影響が認められなかった一方で、CS-D による神経突起伸長の促
進は Genisteinの濃度依存的に有意に抑制された（Fig. 2-2-2 A, B）。よって、CS-Dによ
る神経突起伸長の促進は FAK の活性化に起因することが明らかとなった。したがって、
CS-D基質上における神経突起伸長の促進についても ITGを介することが示唆された。 
一般に ITGと ITGのリガンドとの結合により活性化された FAKは、その下流のシグナ
ル分子で、非受容体型チロシンキナーゼである Src/Fynと結合し、それらの下流のシグナ
ル経路を活性化する(89)。CNSにおいて、Srcは Fynが代償的に機能するため遺伝子欠損
（KO）による異常を示さないが、Fyn KOは海馬の形成異常が認められる(108)。さらに、
Src/Fyn のダブル KO は、大脳の層形成異常を示すなど、神経突起の伸長制御を含む脳の
形態形成の破たんを来す(109)。よって、CS-Dに特徴的な複数本の神経突起伸長の促進に
おいて、Src/Fynが関与する可能性が想定された。そこで次に、この検証のため、Src/Fyn
を含むチロシンキナーゼの阻害剤である PP2を用いて、CS-Dによる神経突起伸長に及ぼ
す影響を検討した。 
その結果、PP2 のネガティブコントロールである PP3 と比較して、コントロールであ
る PLOおよび CS-C基質上における神経突起伸長は PP2の添加による影響が認められな
かった。一方で、CS-Dによる神経突起伸長の促進は PP2の添加により有意に抑制された
（Fig. 2-2-2 C, D）。よって、CS-Dによる神経突起伸長の促進は Src/Fynの活性化を介す
ることが明らかとなった。 
以上のことから、海馬神経細胞は細胞表面の ITG を介して CS-D 基質との接着性を亢
進させ、主要な ITGのシグナル経路である FAK-Src/Fynの活性化を誘導することにより、
自らの神経突起を伸長させていると考えられた。よって、FAK-Src/Fynの活性化を介して
神経突起伸長を促進する ITG分子種が CS-Dの受容体として機能しうると示唆された。 
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Fig. 2-2-2 ITGシグナル阻害による CS-Dの神経突起伸長促進作用への影響 
A, C. 培養用培地に FAKを阻害する Genistein（20 μM）（A）、Src/Fynを含むチロシン
キナーゼを阻害する PP2または PP2のネガティブコントロールである PP3（2.5 μM）
（C）を添加し、CS-Cまたは CS-D（5 µg/mL）をコートした基質上で、海馬神経細胞を
Fig. 2-2-1の解析と同様に培養した。細胞を固定後、Cy3標識抗 βチューブリン抗体（赤
色）および Hoechst 33342（青色）により海馬神経細胞を染色した。スケールバーは 100 
µm を示す。B, D. 条件ごとに無作為抽出した 50個以上の神経細胞について最長神経突起
長を計測し、その平均値を算出した。（n=5；*，p＜0.01；n.s. not significant）B. 対 0 
µM。D. PP3は対 ctrl、PP2は対 PP3。 
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3-2．CS-Dによる神経突起伸長の促進は ITGαVβ3を介する 
細胞外マトリックスの受容体としてあらゆる細胞に発現している ITG は、構成サブユ
ニットにより、その機能だけでなく、対応するリガンドの種類や発現プロファイルも異な
る(110)。そこで、CS-Dによる神経突起伸長の促進において、CS-Dの受容体として機能
する ITG の構成サブユニットを同定する目的で、これまでに神経細胞分化に関与するこ
とが報告(111)されている主要な ITGの構成サブユニット（ITGα1、α3、α4、α5、α6、α8、
αv、ITGβ1、β3）に着目し、胎生 16 日齢のマウス胎仔由来海馬片における各サブユニッ
トのmRNA発現量を Real-time PCR法により定量した。 
その結果、α鎖については Itga1および Itga3、Itga4、Itga5、Itga6、Itga8、Itgavのいず
れも発現していることが確認できた（Fig.3-2 A）。また、β鎖についても、Itgb1および Itgb3
のいずれも発現していることが確認できた（Fig.3-2 B）。これらの結果から、胎生 16日齢
のマウス胎仔由来海馬においては、少なくとも神経細胞分化に関与する主要な ITG の構
成サブユニットの全てが発現していることが判明した。 
ここで α 鎖と比べて分子種の少ない β 鎖に着目すると、神経系において、ITGβ1 は今
回の解析で発現量を確認した全ての α 鎖とヘテロダイマーを形成する一方で、ITGβ3 は
ITGαV とのみヘテロダイマーを形成することが知られている(88)。そこで、CS-D 受容体
の構成分子として、神経突起伸長を促進する ITG の β 鎖を同定するために、各 β 鎖に対
する機能阻害を試みた。ITGβ1 に対してはその中和抗体である α-ITGβ1 を、ITGβ3 に対
しては ITGαVβ3 に特異的な阻害ペプチドである cyclo（Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val）を用い
た。 
まず ITGβ1については、コントロールである PLOおよび CS-C基質上だけでなく、CS-
D 基質上の神経突起伸長も、isotype ctrl と比較して α-ITGβ1 の添加による影響が認めら
れなかった（Fig. 2-3 C, D）。対照的に ITGβ3については、PLOおよび CS-C基質上にお
ける神経突起伸長は cyclo の添加による影響が認められなかったが、CS-D による神経突
起伸長の促進は cycloの濃度依存的に有意に抑制された（Fig. 2-3 E, F）。これらのことか
ら、CS-D による神経突起伸長の促進は主に ITGαVβ3 を介すると考えられ、ITGαVβ3 が
神経突起伸長を促進する CS-D 受容体として機能する ITG である可能性が強く示唆され
た。 
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Fig. 2-3 ITGの機能阻害による CS-Dの神経突起伸長促進作用への影響 
A, B. 胎生 16日齢マウスの海馬片における神経細胞分化に関与する主要な ITGを構成す
る α鎖（A）または β鎖（B）のmRNA発現量。海馬片から total RNAを抽出し、
DNase処理したものを鋳型として cDNAを合成し、この cDNAを鋳型として Real-time 
PCR法により定量した。（n=3） 
C-F. ITGの機能阻害を用いた CS-Dにおける神経突起伸長促進作用の解析。CS-Cまた
は CS-Dをコートした基質上に海馬神経細胞を播種し、その 2時間後に α-ITGβ1（C, 
D）または cyclo（E, F）を添加し、合計で 24時間となるように培養した。その後は Fig. 
2-2-2の解析と同様に行った。 C, E. スケールバーは 100 µmを示す。 D, F. n=5；*，p
＜0.01；n.s. not significant。 D. 対 ctrl。 F. 対 0 µM。 
versus 0μM 
versus ctrl 
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3-3．CS-Dは ITGαVβ3と親和性を示す 
前項の結果を受けて、ITGαVβ3 の CS-D 受容体としての妥当性を検証するために、
ITGαVβ3 と CS-D との親和性を、表面プラズモン共鳴法を利用した分子間相互作用解析
装置である BIAcore を用いて解析した。リガンドである組換え ITGαVβ3 にアナライトで
ある CS-Cまたは CS-Dを相互作用させた結果、コントロールである CS-Cと比べて CS-
D おいては、ITGαVβ3 との相互作用により結合親和性を示すセンサグラムが得られた。
また、得られたセンサグラムから算出した CS-D と ITGαVβ3 との結合に対する解離定数
KDは 1.103 μMであった（Fig. 2-4）。この解離定数 KDが糖鎖と結合性を有するタンパク
質であるレクチンと同程度であること(112,113)から、CS-Dは ITGαVβ3と親和性を示す、
すなわち CS-Dが ITGαVβ3のリガンドとして振る舞いうることが明らかとなった。 
以上のことから、CS-D による神経突起伸長の促進は、神経細胞表面に発現する
ITGαVβ3 が CS-D の受容体として機能し、FAK-Src/Fyn 経路の活性化を介して発現する
と考えられた。 
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Fig. 2-4 BIAcore X100による CS 鎖と ITGαVβ3の相互作用解析 
リガンドである組換え ITGαVβ3にアナライトである CS-Cまたは CS-Dを相互作用さ
せ、ITGαVβ3と CS-Dとの親和性を解析した。RU：Resonance Unit, KD：解離定数。 
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3-4．神経細胞の表面に発現する ITGαVβ3は CS-Eの受容体としても機能する 
興味深いことに、CS-D とは異なる硫酸化パターンを有する高硫酸化 CS である CS-E
は、今回の解析から CS-D 受容体として見出した ITGαVβ3 と結合することにより、破骨
細胞分化を抑制することが報告されている(41)。このことから、破骨細胞の表面に発現す
る ITGαVβ3 は CS-E 受容体として機能する可能性が示唆される。したがって、神経細胞
の表面に発現する ITGαVβ3は、CS-Dのみならず、CS-Eの受容体としても機能しうると
考えられた。 
そこで、海馬神経細胞において ITGαVβ3 の CS-E 受容体としての妥当性を検証するた
めに、前述の方法と同様に、まず ITG のシグナルである FAK-Src/Fyn を阻害することに
より、CS-Eによる神経突起伸長への FAK-Src/Fynの関与を検証した。その結果、コント
ロールである PLO および CS-A 基質上における神経突起伸長は、FAK を阻害する
Genisteinの添加による影響が認められなかった一方で、CS-Eによる神経突起伸長の促進
は有意に抑制された（Fig. 2-5 A）。また、ネガティブコントロールである PP3 と比較し
て、PLO および CS-A 基質上における神経突起伸長は Src/Fyn を含むチロシンキナーゼ
阻害剤である PP2の添加によって変化が認められなかったが、CS-Eによる神経突起伸長
の促進は有意に抑制された（Fig. 2-5 B）。これらの結果から、CS-Eによる神経突起伸長
の促進は、CS-Dと同様に ITGシグナルである FAK-Src/Fynの活性化を介することが明ら
かとなった。 
次に、ITGαVβ3 の CS-E による神経突起伸長への関与を検証するために、ITGαVβ3 に
特異的な阻害ペプチドである cyclo（Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val）を用いて、ITGαVβ3の機能
阻害を試みた。その結果、PLOおよび CS-A基質上における神経突起伸長は cycloの添加
による影響が認められなかったが、CS-E による神経突起伸長の促進は有意に抑制された
（Fig. 2-5 C）。よって、CS-Eによる神経突起伸長に ITGαVβ3が関与することが明らかと
なった。また前述したように、CS-Eは in vitroにおいて ITGαVβ3と結合することが報告
されている(41)。以上のことから、ITGαVβ3は神経突起伸長を促進する CS-D受容体とし
てのみならず、CS-E受容体としても機能する可能性が強く示唆された。 
ITG シグナルである FAK-Src/Fyn は ITGαVβ3 以外の ITG によっても活性化されるた
め、CS-E による神経突起伸長の促進に ITGαVβ3 以外の ITG が関与する可能性も考えら
れた。そこで、ITGαVβ3 以外の主要な ITG の構成サブユニットである ITGβ1 に着目し、
その中和抗体である α-ITGβ1により ITGβ1の機能を阻害し、CS-Eの ITGαVβ3に対する
特異性を検討した。 
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その結果、PLOおよび CS-A基質上における神経突起伸長は isotype ctrlと比較して α-
ITGβ1の添加による影響が認められなかったが、CS-Eによる神経突起伸長の促進は有意
に抑制された（Fig. 2-5 D）。以上のことから、CS-Eは ITGαVβ3のみならず、ITGβ1を含
む特定の ITG分子種のリガンドとしても機能すると考えられた。 
これまでの結果をまとめると、高硫酸化 CSである CS-Dおよび CS-E基質上で誘導促
進される固有の神経突起の伸長は、それぞれ異なる ITG分子種が固有の CS受容体として
機能することに起因する可能性が示唆された。
Fig. 2-5 ITGのシグナルまたは機能の阻害による CS-Eの神経突起伸長促進作用への影響 
PLOコート上に CS-Aまたは CS-E（5 µg/ml）をコートした基質上に、海馬神経細胞を
播種した。ITGのシグナル阻害（A, B）は Fig. 2-2-2、ITGの機能阻害（C, D）は Fig. 2-
3と同様に解析した。n=5；*，p＜0.01；n.s. not significant。 A, C. 対 0 µM。 B. PP3
は対 ctrl、PP2は対 PP3。 D. 対 ctrl。  
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第 4節 考察 
D unitを多量に含有する高硫酸化 CSである CS-Dは、海馬神経細胞において樹状突起
様の神経突起の形成を促進する。さらに CS-D基質上では海馬神経細胞の接着性が亢進す
る様子が観察される(47)。また、神経細胞の細胞膜表面に発現し、細胞外マトリックス成
分と強い接着性をもつ分子である ITGが、CS受容体として機能する可能性も示唆されて
いた(104,105)。これらのことから著者は、特定の ITG が CS-D の受容体として機能する
ことにより樹状突起様の神経突起形成を促進すると期待し、この検証を行った。その結果、
CS-D による神経突起形成の促進は、神経細胞表面に発現する ITGαVβ3 が CS-D に対す
る促進性 CS受容体として機能し、FAK-Src/Fyn経路の活性化を介して発現されると考え
られた。よって、これらの知見は ITG が神経細胞に発現する CS 受容体として機能する
ことを直接的に示した最初の例である。 
では実際に in vivoにおいても、神経細胞表面に発現する ITGαVβ3が CS-Dに対する促
進性 CS 受容体として機能しうるのだろうか。CNS 領域の中で解析が比較的進んでいる
大脳皮質に焦点を当てると、ITGαVβ3 が層形成に必要不可欠であることが報告されてい
る(97)。また所属研究室では、生後発達期の大脳皮質において D unit が CS鎖全体のおお
むね 2%存在することを明らかにしている(16)。ここで D unit［GlcA（2-O-sulfate）-GalNAc
（6-O-sulfate）］の生合成は、C unit［GlcA-GalNAc（6-O-sulfate）］を基質として、GlcA
残基の 2位に硫酸基を転移する CSST である UST が担う。興味深いことに、大脳皮質の
神経細胞において USTのノックダウンにより D unitの発現量を低下させると、層形成に
必要不可欠な神経細胞の移動が抑制されることが報告されている(114)。これらのことか
ら、神経細胞表面に発現する ITGαVβ3が CS-Dに対する促進性 CS受容体として機能し、
大脳皮質の層形成を制御する可能性がある。 
今回の解析で用いた海馬においては、緒言でも述べたように、ITGαVβ3 が海馬神経細
胞の樹状突起スパインの機能維持に関与することが報告されている(98,99)。さらに、
CSPG が樹状突起スパインやシナプスの安定化に寄与することが報告されている(115)。
また所属研究室ではこれまでに、UST の発現が、成体期において神経細胞が新生および再
生しうる領域である海馬・嗅球などに限局していることも報告している(116)。よって、海
馬においては脳の他の領域に比べ CS-D が相対的に多く存在すると考えられ、CS-D が
ITGαVβ3 を介して樹状突起スパインやシナプスの安定化に寄与する可能性がある。海馬
神経細胞の樹状突起スパインの機能維持は、海馬の高次機能である認知や記憶の機能維持
に寄与する(117,118)ことから、in vivo において海馬に分布する CS-D が認知や記憶の機
能維持に積極的に寄与するかもしれない。 
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しかし、D unitを含む機能的な CS鎖においては、脳の領域別発現プロファイルの全体
像が濃霧に包まれている。この最大の原因は、存在量の少ない CS-Dの検出が比較的困難
であるためである。したがって、マイクロダイセクションなどを駆使することで、脳の領
域ごとに CS-Dの発現量を比較し、CS-Dの主要な存在領域を同定することが重要である。
一方で、CS-D を認識しうる抗 CS 抗体として、CS56 抗体や MO-225(119,120)が報告さ
れているが、いずれも D unitのみを特異的に認識する抗体とは言い難い。したがって、現
状を打開するために、選択性や感度がより高い抗 CS-D抗体の作出が急がれる。あるいは、
UST や、D unitの前駆体である C unitを生合成する CSST である C6ST-1のトランスジ
ェニックマウスなど、D unitの割合が相対的に増加したマウスの脳を解析することで、in 
vivoにおける CS-Dの機能に迫れるかもしれない。 
今回の解析から著者は、ITGαVβ3-FAK-Src/Fyn 経路の活性化を介した神経突起伸長の
促進において、CS-D のみならず CS-E も ITGαVβ3 に対するリガンドとして機能するこ
とを見出した。これまでに ITGαVβ3 に対するリガンドは、CS-Dおよび CS-E以外にも、
細胞周囲でビトロネクチンを始めとする CS 鎖と共存するタンパク質分子が複数報告さ
れている(121) 。しかし興味深いことに神経細胞は他の細胞と比べて、周囲の微小環境に
CSPGが多く含まれているため(50) 、神経細胞においては CS鎖である CS-Dや CS-Eが
ITGαVβ3 に対するリガンドとして機能する可能性を考えた。したがって、細胞周囲の微
小環境を構成する D unit や E unit を含む機能的 CS 鎖の発現分布が、神経細胞上の
ITGαVβ3を介した神経突起伸長の制御を担っているのかもしれない。 
これまでに破骨細胞においては、リガンドであるビトロネクチンなどが ITGαVβ3 と結
合し、神経細胞と同様の FAK-Src/Fyn 経路を活性化することにより分化を促進すること
が報告されている(122)。一方で近年、細胞周囲に過剰に存在する CS-Eが、細胞周囲で共
存するビトロネクチンなどと、ITGαVβ3 との結合を競合的に阻害することにより、破骨
細胞分化を抑制すると報告された (41)。したがって、神経細胞以外の細胞における
ITGαVβ3 の機能発現は、細胞周囲の微小環境を構成するビトロネクチンなどの発現分布
のみならず、E unitを含む機能的 CS鎖の発現分布にも依存するように思われる。 
ITGシグナルが活性化されると、成長円錐におけるアクチンの脆弱性が誘発されること
により、神経突起伸長が促進される。一方で、CS-Eは、第 1章で詳述したように、CS受
容体のリガンドとしてだけでなく、BDNFを始めとするサイトカインのリザーバーとして
も機能する。したがって、CS-Eは、BDNFのリザーバーとして BDNFの神経突起伸長活
性を増強するのみならず、自らが ITG のリガンドとして神経細胞の有する神経突起伸長
ポテンシャルを上昇させることにより、相乗的に BDNF の神経突起伸長活性を増強する
可能性が示唆された。 
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また、本章において著者は ITGαVβ3 のみならず、ITGβ1 を含む特定の ITG 分子種が
CS-E の促進性 CS 受容体として機能する可能性も見出した。以上のことから、高硫酸化
CS である CS-D および CS-E 基質上で誘導促進される固有の神経突起の伸長は、それぞ
れ異なる ITG 分子種が固有の CS 受容体として機能することに起因する可能性が示唆さ
れた。また、これまでに、所属研究室では CS-Eの受容体として CNTN-1を同定している
(11)。よって、CS鎖に依存的な生命現象が生じる微小環境は、時空間的に CS鎖の構造多
様性および CS受容体の多彩な組み合わせが絶妙に調和されることにより、織り成される
と考えられた。 
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第 5節 小括 
 
・海馬神経細胞において CS-Dおよび CS-Eによる神経突起伸長の促進はいずれも ITGシ
グナルである FAK- Src/Fynの活性化に起因した。 
 
・海馬神経細胞において CS-D および CS-E による神経突起伸長の促進はいずれも
ITGαVβ3を介した。 
 
・ITGαVβ3は CS-Dと結合親和性を示した。 
 
・海馬神経細胞において CS-Dによる神経突起伸長の促進は ITGβ1を介さなかった。 
 
・海馬神経細胞において CS-Eによる神経突起伸長の促進は ITGβ1を介した。 
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総括 
 
高硫酸化 CS は海馬神経細胞に対して顕著な神経突起伸長促進作用を示すことが見出
されているため、CNS 疾患領域において、高硫酸化 CS の医療応用に多大なる期待が寄
せられている。そこで著者は、CS 鎖の生理機能発現における分子機構モデルとして提唱
されている「サイトカインのリザーバー」および「CS受容体のリガンド」の 2つに着目
し、CNSにおける高硫酸化 CSの神経突起伸長促進活性の分子機構を追究した。 
前者においては、合成オリゴ糖である FCS-triを利用した解析から、神経突起伸長活性
を有する CS-E四糖のアナログとして FCS-triの有用性を見出した。よって、FCS-triの構
造と生理活性との相関は CS 鎖の多彩な機能の発現機構を包括的に理解する一助となり
うる。 
後者においては、神経系における CS-Dおよび CS-Eに対する新規の促進性 CS受容体
として ITGαVβ3を同定したのみならず、ITGβ1を含む特定の ITG分子種が CS-Eに対す
る促進性 CS 受容体として機能する可能性も見出した。よって、CS 鎖に依存的な生命現
象が生じる微小環境は、時空間的に CS鎖の構造多様性および CS受容体の多彩な組み合
わせが絶妙に調和されることにより、織り成されると考えられた。 
 これらの知見により、CNSにおける高硫酸化 CSの医療応用の実現に向けて、一歩前
進した。また、本研究は高硫酸化 CSの神経突起伸長促進活性のみならず、CS鎖の多彩
な機能を包括的に理解するための分子基盤を探る一助となった。 
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